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СПЕЦИФИЧЕСКИЕ ГЛИКОПРОТЕИНЫ ГИПОТАЛАМУСА

СРАПИОНЯН Р. М.
•Институт биохимии АН АрмССР. Ереван

Из гипоталамической области мезга получены в элсхтрсфорстнчсскк гомогенном 
«иле четыре глихопротсикз. Три из тих (.Мг 39. 24 и 20 кД) являются носителями 
ранее обнаруженных кардиотрояных нейрогормонов «К», «Г*. С», образуя с ними
соответственно нековалентно связанные комплексы. Исследование основных физико- 
химических свойств и некоторых структурно-функциональных особенностей указанных 
гликопротеинов позволяет заключить .» существовании 
герской ткани гликопрстеиков. а использование метода 
лиэа—однозначно утверждать о наличии в мозгу группы 

новых специфических для 
радиоиммунологнческог :• анз- 
кардисактнвяых бслок-гормо-

кальных комплексов.
В последнее десятилетие в непробиологии наблюдается тенденция 

рассматривать сложные интегративные функции НС с помощью систем
ного подхода, включающего в себя основные положения молекулярной 

109



биологии. В этой связи следует отметить,, прежде всего, всестороннее 
изучение нейроспецнфических белков и их функциональных превраще
ний. Однако, несмотря на экспоненциальный рост числа работ, посвя
щенных этим важнейшим биополимерам, в литературе отсутствуют кон
кретные и обоснованные положения об их физиологической роли в осу
ществлении специфических функций. Интегративные процессы в голов
ном мозгу столь многогранны, что ограничить участие в них лишь уже 
известных нейроспецнфических белков, по-видимому, невозможно. В этом 
отношении поиск неидеитифипированных еще белков, связанных с оп
ределенными функциями и структурами мозга, весьма оправдан и является 
одной из актуальных задач нейрохимии.

Со времени выделения в 1964 г. Галояном [1] из гипоталамической 
области мозга специфического белка, обладающего короиарорасшнряю- 
щей активностью, и. по мнению автора, являющегося носителем кардио- 
тропных нейрогормонов «К» и «С» [2], прошло более 20 лет. За этот 
период обнаружены еще три белка, разработаны модифицированные схе
мы выделения и очистки последних, объединяющие уже ставшими тра
диционными методы гель-фильтрации через сефадексы, ИОХ на ДЭАЭ-ц, 
изоэлектрофокусирование в градиенте амфолинов и электрофооеза в 
ПААГ. позволяющие получать дифференцированно в электрофоретнчески 
гомогенном виде четыре кардиоактивных белка [3, 4]. Три из них на
ходятся в комплексе с нейрогормонами «К». «С», «Г», а четвертый—с 
еще неидентнфицированным соединением (X). Соответственно, по прин
ципу сродства с нейрогормонами, эти белок-гормональные комплексы обоз
начены как «БНК», «БНС». «БНГ» и «БНХ». Их суммарный выход из 
ткани гипоталамуса составляет 12 мг/кг сырой массы. Наименьшим со
держанием в гипоталамусе отличается «БНХ»—около 1,2 мг/кг, при 
этом оно варьирует в зависимости о г условий экстракции. С пониже 
нием температуры выход «БНХ» резко уменьшается, с применением же 
иеионных детергентов выход повышается. Это позволяет рассматривать 
«БНХ» как специфическую мембраносвязанную форму кардиоактивных 
белков.

Связь между нейрогормонами и белками достаточно слаба и, ио-ви
димому, имеет гидрофобный характер; она разрушается при кислых зна
чениях pH (ниже 3) и температуре, равной —20° и +65°. Подобная 
связь при физиологических значениях pH и обеспечивает структурное ин
тегрирование. Диссоциация же комплекса после его выхода в кровь дает воз
можность целенаправленного транспорта гормонов в различные висцераль
ные органы. В литературе описаны аналогичные примеры, демонстратив
ными из которых являются нейрофизины. Это семья родственных бел
ков, основная функция которых—транспортная [5, 6]. Нейрофизины яв
ляются носителями нейрогипофизарных гормонов—вазопрессина и окси
тоцина. с которыми они находятся в нековалентно связанном комплексе. 
Широко распространено мнение о том, что такое связывание является 
результатом компартментализапии во время биосинтеза нейрогипофизар
ных гормонов и нейрофизинов |7].
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Коронароактивные белок-гормональные комплексы были выделены на
ми из гипоталамусов ряда животных (крыса, кролик, кошка, свинья, 
овца, крупный рогатый скот) [8]. Лучшей экспериментальной моделью 
среди таких комплексов являлись препараты, полученные из гипоталаму
сов крыс, их коронарорасширяющая эффективность гораздо выше по 
сравнению с другими. Однако ввиду их малого содержания и с целью 
получения в препаративных количествах в работе использовали гипота
ламус крупного рогатого скота.

Исследование ряда физико-химических свойств выделенных из комп
лекса белков, лишенных коронароактивности (так называемых апоформ), 
позволяет отнести их к группе слабокислых с величинами Мг ։ равными 
для «БНС», «БНГ» и «БНК». по данным электрофореза в ПА.АГ с 
ДДС-К’а—20, 24 и 39 кД соответственно. Их изоточки также находились 
в узком диапазоне pH, присущем слабокислым соединениям (5,9—6.3). 
Данные сб аминокислотном составе этих белков подтвердили их слабо
кислый характер: количество в них основных и кислых аминокислотных 
остатков оказалось примерно одинаковым. Из полярных аминокислот вс 
всех исследованных белках доминировали остатки серина, глицина, ала
нина. глутаминовой кислоты, в сумме составлявшие 43—50%. Обращает 
на сибя внимание отсутствие в «БНС» и незначительное содержание в 
«БНК» ароматических аминокислот. Величины Мг , рассчитанные по 
данным аминокислотного анализа, оказались, в основном, ниже по срав
нению с данными электрофореза в ПААГ с ДДС-1\:а. Такую разноре
чивость мы объясняли частично наличием небелковых компонентов в 
молекулах исследуемых соединении. Окрашивание электрофореграмм этих 
белков после электрофореза в ПААГ специфическими реагентами, об
наруживающими нуклеотиды, липиды и углеводы, так же. как и биохи
мические определения, выявили наличие лишь углеводных компонентов.

В дальнейших исследованиях с помощью современного арсенала прие
мов для расщепления гликозидных связей, в частности метанолиза и пос
ледующего анализа тримстилсилильных производных, была сделана по
пытка расшифровать моносахаридный состав углеводного компонента. 
При этом были обнаружены из аминосахаров ^-ацетилглюкозамин. 
К’-ацетилгалактозамин, из нейтральных сахаров манноза и галактоза, 
была также найдена сиаловая кислота. В общем, входящие в кардиоактнв- 
пые комплексы белки можно отнести к типу .^-гликозидносвязанных. ман- 
нозсс 5сгашенных гликопротеинов.

Своеобразие аминокислотного состава и наличие углеводного компо
нента обусловили нетипичный для белков 5 Ф-спектр. Особенно это ка
сается БНС». характеризующегося слабым поглощением и нс ебяаружи- 
ваюшего максимума в области 270-280 ■՛'՛• Спектры «БНГ» и «БНК» 
характеризовались максимумом поглощения при 270 им, ио сравнивая вс- 
личны их оптической плотности И величины М, , можно допустить, что 
в < БНК» триптофановых остатков содержится на моль вдвое больше, чем 
п «БНГ».

Итак, молекулы этих белков различаются по некоторым, физическим 
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свойствам, что обусловлено отличиями в их структурной организации. В 
частности, конформация «БНС» резко отличается от конформации дру
гих двух белков. Его спектр КД характерен для белковой молекулы с вы
соким содержанием неупорядоченной структуры, незначительным содер
жанием 0-структуры и почти полным отсутствием се-спиральностн. Содер
жание последней в «БНГ» и «БНК» примерно одинаково, однако доля 
неупорядоченного клубка выше в «БНК», что свидетельствует .՛ более 
плотной упаковке ее молекулы.

Получение высокоспецифических (процент перекрестных реакций не 
превышает 0.1) антисывороток к бычьим «БНС», «БНГ» и «БНК» поз
волило альтернативно объяснить существование семьи родственных коро- 
нароактивных белок-гормональных комплексов. Помимо высокой специ
фичности эти антисыворотки характеризовались достаточной чувствитель
ностью и позволяли уверенно определить до одного иг белка в пробе. Пригод
ность иммунных сывороток для радиоиммунологического определения со
держания оценивалась по их способности конкурировать с соответствую
щим 12'1-белком за связывание со специфической антисывороткой [9]. 
Используя реакцию связывания комплемента, удалось установить специ
фичность кардиоактивных белок-гормональных комплексов для нервной 
ткани, поскольку их содержание в ней. по крайней мерс, в тысячу раз 
превышает содержание в любом другом органе. Однако в разных отделах 
головного мозга они распределены неравномерно: высоким содержанием 
(мкг/г сырой массы) «БНС» и «БНГ». кроме гипоталамуса (1.5 и 1.4), 
отличаются мозжечок и кора больших полушарий мозга (0.8 и 1.0 соот
ветственно). «БНК» же распределяется более равномерно; это нс объяс
няется присутствием крови, так как. во-первых, у перфузированных жи
вотных выявлена аналогичная картина, а во-вторых, при пересчете на 
один мг белка содержание «БНК» в сыворотке крови существенно ниже, 
чем в мозгу.

Сопоставление величии иммунореактивности кардиоактивных комп
лексов в висцеральных органах свидетельствует об их выраженной орга- 
носпецифичпости. Так, «БНС» в значительных количествах (в пг/г сы
рой массы) обнаруживается в сердечной (0,40) и скелетной (0,41) мыш
цах и надпочечниках (0,43), «БНГ»—в надпочечниках (0,38) и в пан
креатической железе (0.30). а «БНК»—в печени (0,80). В остальных 
висцеральных органах (селезенке, легких, почках) активность была очень 
низкой, либо отсутствовала. Достаточное количество (в нг/мл) 
этих биополимеров обнаруживалось в сыворотке крови: «БН1 »—25. 
«БНК»—13, «БНС»—10.

При интерпретации обнаружения иммунореактивных кардиоактмч- 
ных комплексов гипоталамуса в ненервных структурах мы допускаем 
несколько предположений. С одной стороны, возможно наличие я пос
ледних веществ, близких к обнаруженным в нервной ткани. С другой 
стороны, не исключена возможность наличия в этих органах нейронов 
типа АР1. Э. способных к синтезу соединений, идентичных белок-гормо- 
нальным комплексам нервного происхождения.
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Можно допустить, что. подобно белку 5-100. обнаруженному в эпи- 
I эе, аденогипофизе и надпочечниках [10]. нейроспсцпф,.ческой енолазе, 
выделенной из островковых клеток поджелудочной железы, С-клеток ти- 
реоиднон железы и хромаффинных клеток надпочечников [11], „ли ней- 
рофнзниам, обнаруженным в зпифизе [12]. кардиоактивные гликопро
теины являются скорее маркерами определенного типа клеток нейрозкто- 
дермального происхождения.

И наконец, не исключается возможность выхода этих комплексов 
аналогично неирофнзинам, в общую циркуляцию при условиях стиму
лирующих выброс карднотропиых нейрогормонов «К», «С» и «Г» В 
пользу этого предположения свидетельствуют данные о наличии кардио- 
активных белок-гормональиых комплексов в нейросекреторных грану чах 
гипоталамо-нейрогипофнзариой системы различных животных [13], весь
ма близких к «БНС». «БНГ» и «БНК», выделенных из целых гипотала- 
мусов тех же видов.

Сравнение данных, полученных при изучении субклеточного распре
деления белок-гормоиальных комплексов в гипоталамусе, показало что 
за исключением синаптосомнон. в остальных исследованных субфракциях 
(ядерной, миелиновой, митохондриальной) они не были обнаружены [14]

Белковый спектр синаптосом отличается сложной гетерогенностью- 
в них было обнаружено более 20 белков, в том числе „ гликопротеины с 
величиной Л1 г от 16 до 125 кД. Сред.......х выявлены нейроспсцифнческие 
белки 5-100 и 14-3-2 [Ъ. 16], ряд гормонов (люлиберин, тиреолпберин. 
норадреналин) [17]. В последние годы появилось множество сообщений, 
в которых были сделаны попытки связать преимущественную локализа
цию иейроспеци.1....сских белков в синаптосомах с участием этих белков в 
специфических функциях нервной ткани.

О функциях кардиоактивных гликопротеинов можно высказать сле
дующее: прежде всего, они являются интрацеллюлярнымн транспортны
ми молекулами. Это функциональное их значение давно уже установлено 
[1. 2] и доказана идентичность выделенных из комплексов низкомолекч ляр- 
пых кардиоактивных соединений ио многим параметрам с кардиотропны- 
ми нейрогормонами «К». «С» и «I » [^§| Кроме того, мы попытались 
также связать преимущественную локализацию этих гликопротеинов в 
синаптосомнон фракции с процессами, происходящими в ‘нервной ткани, 
в частности, на основании данных об участии выделенных из этих комп
лексов кардиоактивных нейрогормонов в пресинаптнческой регуляции 
высвобождения катехоламинов в гипоталамусе. 11 наконец, заслуживает 
особого внимания для выяснения функциональной роли исследуемых гли
копротеинов обнаружение факта их существования в виде препрогормо- 
нальиой формы карднотропиых нейрогормонов [19. 20]. Доказательст
вом явилось выделение в результате протеолиза специфических глико
протеинов шести кардиоактивных триптических доменов, явившихся, в 
свою очередь, прогормоиальными формами карднотропиых нейрогормонов 
«К». «С» и «Г». Обнаруженные домены являются гликопептидами с раз
личной величиной Мг (от 6 до 10 кД); основные физико-химические, 
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биохимические и биологические свойства которых имели большое сход
ство с указанными нейрогормонами. Систематизация экспериментальных 
фактов позволила однозначно установить, что указанные гликопептиды 
являются предшественниками, кроме коронароактивных, ряда других 
биоактивных соединений (регулирующих внутриклеточный уровень со
держания циклических нуклеотидов, участвующих в процессе гликолиза, 
гликогенолиза и пресинаптической регуляции высвобождения катехолами
нов в гипоталамусе).

Поиск альтернативного объяснения биохимических превращений, 
предшествующих расслаблению гладкой мышцы коронарных сосудов под 
действием кардиоактнвных гликопептидов, начинали с изучения активно
сти фосфодиэстеразы сАМР мозга, исходя из ингибирующего активность 
этого фермента действия как ряда сердечных лекарственных препаратов, 
так и кардиотропного нейрогормона «С» [21]. Из триптических доменов 
специфических гликопротеинов, как оказалось, три ингибировали актив
ность ФДЭ сАМР в достаточной степени (от 40 до 57%). остальные кар- 
диоактивные домены никакого действия нс оказывали [22]. Итак, под 
действием таких гликопептидов должно происходить накопление сАМР. 
этого уникального посредника, принимающего участие во многих биохи
мических превращениях, в том числе и в процессе гликогенолиза, в кото
ром он участвует в активации гликоген-фосфорилазы и последующего 
перехода фосфорилазы а в 6-форму. Аналогично действует и нейрогор
мон «С» [23]. Это послужило предпосылкой для проведения исследова
ний по изучению изменений активности фосфорилазы под действием 
кардиоактнвных доменов. Сопоставление полученных данных позволило 
заключить, что, в общем, они повышают активность фермента во всех 
органах, но особенно существенно в мозгу, сердечной и скелетной мыш
цах. При этом нельзя исключить органоспецифическое действие каждого 
из них. Триптический фрагмент «БНС», обозначенный как ТфБНС, ин
тенсивно активирует сердечную фосфорилазу (на 170%), ТфБНГ—фос
форилазу скелетной мышцы (на 150%). а ТфБНК—мозговую фосфори
лазу (на 100%). Поскольку из изученных форм фосфорилазы, как было 
установлено, повышалась активность фосфорилазы а, то можно допу
стить, что имело место классическое фосфорилирование с переходом фор
мы а п б [22]. Можно полагать, что в критических ситуациях, вызывае
мых либо чрезмерными энергетическими затратами нервной ткани, либо, 
наоборот, недостаточным запасом в ней энергетических средств (ограни
ченного притока глюкозы или кислорода), они могут способствовать ак
тивации этого перехода.

Известно образование многих нейропептидов в результате ограничен
ного протеолиза физиологически неактивного предшественника [24]. 
Многочисленные примеры этого целесообразного принципа экономии в 
природе может представить ЦНС высших животных. Наиболее уникаль
ным среди этих примеров является образование из проопиомеланокор- 
тина целой группы важнейших нейроактивных пептидов с различными 
•физиологическими эффектами [25].
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Исходя из всего сказанного, можно заключить, что кардиоактивные 
гликопротеины, безусловно, могут быть включены в особый класс пред
шественников. Класс этот, по общепринятому мнению, объединяет мо
лекулы, «основной ролью которых является осуществление и регуляция 
функционального взаимодействия разных уровней системной и биологи
ческой организаций» [26].

SPECIFIC PROTEINS OF HYPOTHALAMUS
SRAPION1AN R. M.

Institute of Biochemistry, Arm. SSR Academy of Sciences. Yerevan

Four glycoproteins have been isolated in electrophoretically homo
genous state from bovine hypothalamus: three of them with Mr 39,24 
and 20 D turned to be the carriers of the earlier discovered cardiotropic, 
neurohormones ,,K“, .0“ and ,C“ forming with the latters non-cova- 
lent complexes. Study of physico-chemical properties and structure-func
tion relationships as well as RIA analysis of these glycoproteins makes 
it possible to claim existence of a new class of brain-specific glycopro
teins—a family of cardioactive protein-hormonal complexes.
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УДК 612.82+577.152.344

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ ВЕЩЕСТВА Р И 
АНГИОТЕНЗИНПРЕВРАЩАЮЩЕГО ФЕРМЕНТА

СИМС В. Э.. ХЕДЕР Г.. ЭМЕ И.
Институт по исследованию лекарственных препаратов АН ГДР. Берлин

В течение последних лет появилось много данных о взаимодействиях 
вещества Р и ангиотензинпревращающего фермента (АТПФ) (КФ 
3.4.15.1): ингибирование АТПФ с помощью вещества Р, деградация 
вещества Р посредством АТПФ и некоторые дополнительные результа
ты экспериментов in vivo. АТПФ—относительно нсспецифическая ди- 
пептидилпептидгидролаза, отщепляющая от пептидной цепи С-концевой 
дипептид. Наиболее важными субстратами для нее являются вазоактив
ные пептиды—ангиотензин 1 и брадикинин.

Реакции между веществом Р и АТПФ несколько противоречат су
ществующим концепциям о строении каталитического центра АТПФ. 
Согласно Cushman, Ondetti u Petrillo [1—3]. ингибиторы АТПФ 
должны соответствовать следующим структурным критериям: со
держать Zn2 ** -связывающую группу: два гидрофобных участка, реа
гирующих с соответствующими гидрофобными карманами фермента 
(S| и S2): водородную связь между двумя гидрофобными участками: 
С-концевую отрицательно заряженную группу (СОО *' ). взаимодейст
вующую с катионным остатком аргинина фермента: расстояние между 
Zn2 + -связывающей группой и СООН-группой должно соответствовать 
длине днпептидной цепочки.
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